
1 
 

UNIVERSIDADE DO EXTREMO SUL CATARINENSE – UNESC 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS DA SAÚDE - PPGCS 

 

 

 

LIA DRAGO RIGUETTE BROSEGHINI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EFEITOS DO ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL NA ATIVIDADE DA 

HISTONA DEACETILASE E DA DNA METILTRANSFERASE EM 

RATOS MACHOS E FÊMEAS SUBMETIDOS À PRIVAÇÃO 

MATERNA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CRICIÚMA, JANEIRO DE 2020 

 

 



2 
 

LIA DRAGO RIGUETTE BROSEGHINI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

EFEITOS DO ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL NA ATIVIDADE DA 

HISTONA DEACETILASE E DA DNA METILTRANSFERASE EM 

RATOS MACHOS E FÊMEAS SUBMETIDOS À PRIVAÇÃO 

MATERNA 

 

 

Dissertação apresentada ao Programa de Pós-
Graduação em Ciências da Saúde da 
Universidade do Extremo Sul Catarinense – 
UNESC, para obtenção do título de Mestre em 
Ciências da Saúde. 

 
Orientadora: Profª. Drª. Gislaine Zilli Réus 
Coorientador: Profº. Drº. João Luciano de 
Quevedo 
 

 

 

 

 

CRICIÚMA, JANEIRO DE 2020 

 



3 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dados Internacionais de Catalogação na Publicação 

 
Bibliotecária Eliziane de Lucca Alosilla – CRB 14/1101 

Biblioteca Central Prof. Eurico Back - UNESC 

 

 

 

B874e Broseghini, Lia Drago Riguette.   

Efeitos do enriquecimento ambiental na atividade 

da histona deacetilase e da DNA metiltransferase em 

ratos machos e fêmeas submetidos à privação materna 

/ Lia Drago Riguette Broseghini. - 2020.  

50 p. : il.  

 

Dissertação (Mestrado) - Universidade do Extremo 

Sul Catarinense, Programa de Pós-Graduação em 

Ciências da Saúde, Criciúma, 2020. 

Orientação: Gislaine Zilli Réus. 

Coorientação: João Luciano de Quevedo. 

 

1. Epigenética. 2. Privação materna. 3. Transtorno 

depressivo maior. 4. Enriquecimento ambiental. I. 

Título. 

  

CDD 23. ed. 616.89 

 



4 
 

 

 



5 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FOLHA INFORMATIVA 

 

A dissertação foi elaborada seguindo o estilo Vancouver e será apresentada no 

formato tradicional. 

Este trabalho foi realizado nas instalações do Laboratório de Psiquiatria 

Translacional, pertencente ao Programa de Pós-graduação em Ciências da Saúde 

(PPGCS) da UNESC. 



6 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico esse trabalho aos meus amores 

e  maiores incentivadores nesta jornada: 

Marido Neacil, filho Miguel, 

Pai Pedro, Mãe Marineti e irmã Pietra. 

 



7 
 

AGRADECIMENTOS 

 

A minha família pelo apoio incondicional, sem o incentivo deles este caminho 

seria mais difícil! Meu marido Neacil, companheiro de todas às horas, o qual me motiva 

a cada dia e meu filho, meu pequeno, amor incondicional e motivação maior. A meus 

pais, Marineti e Pedro exemplos de garra, estudos perseverança e reconstrução. A 

minha irmã que mesmo morando no exterior no momento sempre está presente na 

minha vida, me ajudando e incentivando. 

A minha orientadora Prof. Drª. Gislaine Zilli Réus pelo carinho, conhecimento, 

apoio, garra, presença constante, incentivo e paciência. Ao meu Coorientador Profª. 

Dr. João Luciano de Quevedo pela oportunidade e confiança. 

Aos colegas mestrandos, doutorandos e alunos de Iniciação Científica do 

Laboratório de Psiquiatria Translacional, em especial grupo de estudo em Depressão, 

pela dedicação constante e, que sem os quais, esse trabalho não poderia ser 

realizado. A Prof. Drª. Samira da Silva Valvassori e seu grupo pela análise dos 

parâmetros epigenéticos.  

Aos meus colegas mestrando em Ciências da Saúde do MINTER 2019/2020 

pelo companheirismo em toda essa nossa caminhada, viagens, trabalhos e aulas. 

Aos professores da instituição que se deslocaram para ministrar excelentes 

aulas, de grande proveito e utilizada na execução deste trabalho. Aos funcionários do 

PPGCS por sempre nos deixar atualizados nos cronogramas institucionais e 

funcionários do bloco R e S pela receptividade e educação nas idas a instituição. 

 

Obrigada! 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



8 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“ O oposto da depressão não é 

felicidade, mas vitalidade.” 

 

Andrew Solomon 

 



9 
 

LISTA DE ABREVIATURAS 

  

ATP 

BDNF 

Trifosfato de Adenosina (sigla do inglês) 

Fator Neurotrófico Derivado do Cérebro (sigla do inglês) 

CEUA Comitê de Ética no Uso de Animais 

CEI 

CFTR 

CORIN 

Estresse de Imobilização Crônica (sigla do inglês) 

Fibrose Cística Regulador de Condutância Transmembranar 

Corina, Serina Peptidase 

CpG Ilha Citosina-Fosfatoguanina  

DNMTs DNA Metiltransferase 

DTT Ditiotreitol  

EA Enriquecimento Ambiental 

ERO Espécies Reativas de Oxigênio  

ECM Estresse Crônico Moderado 

GABA Ácido Gama-Aminobutírico (sigla do inglês) 

GFAP Proteína glial fibrilar ácida (sigla do inglês) 

GR Receptores de glicocorticoides (sigla do inglês) 

HAT 

HPA 

Histona Acetiltransferase  

hipotálamo-pituitária-adrenal 

HDAC Histona Deacetilase 

IL-1ß Interleucina-1ß 

IL-6 Interleucina-6 

IL-8 Interleucina-8 

IL-10 Interleucina-10 

IL-12 Interleucina-12 

IFN-c 

NAc 

Interferon-c 

Núcleo Accumbens 

NMDA N-Metil-D-Aspartato 

NO Óxido Nítrico (sigla do inglês) 

ONOO- 

PFC 

Peroxinitrito (sigla do inglês) 

Córtex Pré-frontal 

PM Privação Materna 

RNAnc RNA não codificante 

 



10 
 

SNC Sistema Nervoso Central 

TDM Transtorno Depressivo Maior 

TNF-α Fator de Necrose Tumoral-α (sigla do inglês) 

VEGF Factor de crescimento do endotélio vascular (sigla do inglês) 

5-mC  

5-HTT  

5-metilcitosina 

Proteína Transportadora de Serotonina 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



11 
 

RESUMO 

 

O transtorno depressivo maior (TDM) é um transtorno mental altamente debilitante e 

uma doença que tem um alcance global, afetando pessoas de todas as idades, raças 

e condições econômicas. Embora numerosos estudos tenham avançado na 

compreensão da fisiopatologia do TDM e na busca por terapias eficazes, os 

tratamentos ainda estão longe do ideal e uma grande porcentagem de pacientes é 

refratária a estratégias farmacológicas e outras formas de tratamento. Assim, o 

objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos de um enriquecimento ambiental (EA) em 

ratos Wistar machos e fêmeas privados dos cuidados maternos. A privação materna 

(PM) foi realizada nos 10 primeiros dias de vida, durante 3 horas/dia. Após o desmame 

no 21º dia os animais foram divididos em 3 grupos: 1) controle; 2) privados sem EA; e 

3) privados com EA. O EA foi aplicado durante três horas diárias, até os animais 

atingirem 61 dias de vida. A atividade da enzima histona deacetilase (HDAC) e a 

atividade da enzima DNA metiltransferase (DNMT) no córtex frontal (CF) e hipocampo 

foram avaliados nos dias 31, 41 e 61 em todos os grupos. Em fêmeas de 31 dias a 

atividade da HDAC e DNMT aumentou no CF e no hipocampo do grupo privado. Em 

fêmeas de 41 dias houve um aumento da HDAC e DNMT no CF e hipocampo do grupo 

privado, porém, nas fêmeas expostas ao EA por 20 dias ocorreu uma diminuição da 

HDAC no hipocampo e da DNMT no CF e hipocampo. Em fêmeas de 61 dias 

submetidas a PM houve um aumento da HDAC e DNMT tanto no CF quanto no 

hipocampo. Entretanto, a exposição das fêmeas ao EA por 40 dias foi capaz de 

reverter essas alterações. Nos ratos machos de 31, 41 e 61 dias submetidos a PM as 

atividades da HDAC e DNMT aumentaram no hipocampo e somente no grupo exposto 

ao EA por 40 dias ocorreu diminuição da atividade no hipocampo. No CF dos machos 

de 61 dias submetidos a PM e ao EA por 40 dias houve uma redução de ambas HDAC 

e DNMT. Em conclusão, a PM induziu alterações epigenéticas que persistiram ao 

longo da vida e tais efeitos foram mais evidentes em ratos fêmeas do que machos. 

Além disso, um EA pode ser considerado uma importante estratégia não-

farmacológica para prevenir ou reverter alterações de longo prazo induzidas por 

traumas no início da vida. 

 

Palavras-Chave: Epigenética, privação materna, enriquecimento ambiental, 

transtorno depressivo maior. 
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ABSTRACT 

 

Major depressive disorder (MDD) is a highly debilitating mental disorder and a disease 

that has a global reach, affecting people of all ages, races and economic conditions. 

Although numerous studies have advanced in understanding the pathophysiology of 

MDD and the search for effective therapies, treatments are still far from ideal and a 

large percentage of patients are refractory to pharmacological strategies and other 

forms of treatment. Thus, the aim of this study was to evaluate the effects of 

environmental enrichment (AE) on male and female Wistar rats deprived of maternal 

care. Maternal deprivation (PM) was performed in the first 10 days of life for 3 hours / 

day. After weaning on the 21st day the animals were divided into 3 groups: 1) control; 

2) deprived without EA; and 3) deprived with EA. The EA was applied for three hours 

daily, until the animals reached 61 days of life. Histone deacetylase (HDAC) enzyme 

activity and DNA methyltransferase (DNMT) enzyme activity in the frontal cortex (CF) 

and hippocampus were evaluated on days 31, 41 and 61 in all groups. In 31-day-old 

females, HDAC and DNMT activity increased in the CF and hippocampus of the private 

group. In females of 41 days there was an increase of HDAC and DNMT in the CF and 

hippocampus of the private group, but in females exposed to EA for 20 days there was 

a decrease of HDAC in the hippocampus and DNMT in CF and hippocampus. In 61-

day-old females submitted to PM there was an increase in HDAC and DNMT in both 

FC and hippocampus. However, exposure of females to AE for 40 days was able to 

reverse these changes. In male rats at 31, 41 and 61 days submitted to PM, HDAC 

and DNMT activities increased in the hippocampus and only in the group exposed to 

AE for 40 days there was a decrease in hippocampal activity. In CF of 61-day-old males 

submitted to PM and AE for 40 days there was a reduction of both HDAC and DNMT. 

In conclusion, PM induced lifelong persistent epigenetic changes and such effects 

were more evident in female than male rats. In addition, an AS can be considered an 

important non-pharmacological strategy to prevent or reverse long-term trauma-

induced early life changes. 

 

Keywords: Epigenetics, maternal deprivation, environmental enrichment, major 

depressive disorder. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O transtorno depressivo maior (TDM) é um mal que tem acometido um número 

cada vez maior de indivíduos ao redor do mundo, fato que tem preocupado 

autoridades médicas, psicólogos e cientistas, bem como os gestores econômicos, 

devido a perdas altamente significativas nos campos empresariais. 

Por mais que se tenha avançado nas descobertas sobre como o cérebro 

humano funciona, a compreensão dos mecanismos que podem induzir o TDM, como 

uma doença crônica, debilitante e mesmo incapacitante sobre o perfil de indivíduos 

proativos, tem representado um enigma que pode ser considerado como o maior 

desafio posto na atualidade para as ciências médicas psiquiátricas e as ciências 

psicológicas.  

O TDM é líder na causa de incapacidade (Ferrari et al., 2013). No Brasil a 

prevalência do TDM é de aproximadamente 10,2% na população adulta (Fujii et al., 

2012). Segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO, 2019), mais de 300 milhões 

de pessoas no mundo sofrem de TDM independentemente da idade. Quando 

duradoura e com intensidade moderada ou grave, o TDM pode tornar-se um problema 

grave de saúde, podendo levar o indivíduo afetado ao suicídio. De fato, estima-se que 

cerca de 800 mil pessoas morrem por suicídio todos os anos. Deste número, não há 

como determinar quais sofrem com sintomas variados de depressão, no entanto, o 

que se sabe é que o suicídio é a segunda principal causa de morte entre jovens com 

idade entre 15 a 29 anos (WHO, 2019). 

O TDM tornou-se um importante problema global de saúde pública, 

especialmente por causa da prevalência relativamente alta ao longo da vida, variando 

em um percentual de 2% a 15% e por estar associado com uma substancial perda de 

vontade emocional (Ustun, ChatterjI, 2001; Ustun et al., 2004). De acordo com a OMS 

(WHO, 2019), dependendo do número e da gravidade dos sintomas, um episódio 

depressivo pode ser classificado como leve, moderado ou grave. Um indivíduo com 

um episódio depressivo apresentará dificuldades em seu trabalho comum e atividades 

sociais, mas provavelmente não deixará de funcionar completamente. No episódio 

depressivo grave, é muito improvável que o doente possa continuar com atividades 

sociais, profissionais ou domésticas, exceto em um grau muito limitado. 

Segundo Coryell e Winokur (2019) o TDM provoca disfunções cognitivas, 

distúrbios de ordem psicomotora, e ainda, distúrbios de outros tipos, como: sintomas 
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de ansiedade, fadiga, perda do desejo sexual, anormalidades no apetite, anedonia, 

distúrbios do sono, dificuldades de concentração, sentimentos de culpa ou baixa 

autoestima e humor deprimido. A depressão também pode ser encontrada em 

pessoas que tenham ou não episódios maníacos e que apresentam sintomas crônicos 

com frequentes recaídas quando não tratados ou não adesão ao tratamento, seja ele 

farmacológico ou terapêutico. O TDM envolve episódios depressivos repetidos e 

durante esses episódios, a pessoa experimenta humor deprimido, perda de interesse 

e prazer, e reduz a energia levando a atividade diminuída por pelo menos duas 

semanas (WHO, 2019). Para critério diagnóstico o paciente deve apresentar humor 

deprimido e/ou anedonia por pelo menos duas semanas constantes e outros sintomas 

físicos ou emocionais, como alterações no sono e no apetite (Nestler et al., 2002).  

A fisiopatologia do TDM ainda não está totalmente esclarecida, sendo este um 

transtorno complexo e heterogêneo, embora os eventos estressantes da vida sejam 

um fator importante na vulnerabilidade da doença. Pesquisas vêm mostrando que esta 

envolve diversos mecanismos biológicos tanto no sistema nervoso central (SNC) 

como em outros sistemas fisiológicos (Verdujin, 2015). Uma de suas etiologias é a 

hipótese monoaminérgica atribuída ao déficit de neurotransmissores 

monoaminérgicos na fenda sináptica, como a serotonina, a noradrenalina e a 

dopamina (Delgado, 2006; Schildkraut, 1995. Berton e Nestler, 2006). Os fármacos 

antidepressivos são usados para aumentar essas monoaminas na fenda sináptica, 

porém, aproximadamente 30% dos pacientes sofrem remissão após o primeiro 

tratamento e cerca de 50% dos pacientes não respondem aos antidepressivos 

monoaminérgicos (Réus, et al 2017). Como a respostas a estes medicamentos não 

são muito eficazes, muitos estudos vêm propondo que outras vias estão relacionadas 

com a neurobiologia do TDM (Abelaira et al., 2014, Reus et al., 2015 e Mocking et al., 

2017). 

Pesquisas destacam o papel de outros sistemas de neurotransmissores, como 

o glutamato e o ácido gama-aminobutírico (GABA) (Réus et al., 2015). Segundo 

Ignácio et al. (2017), uma série de novos estudos mostram que outras vias envolvidas 

com a neuroplasticidade ou sinais intracelulares que regulam a expressão de genes 

envolvidos na sobrevivência de células neuronais podem ser importantes alvos no 

tratamento e fisiopatologia do TDM. 

O sistema imunológico também desempenha um importante papel na 

fisiopatologia do TDM (Abelaira et al., 2014, Réus et al., 2015 e Mocking et al., 2017). 
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A relação do sistema imune com a fisiopatologia do TDM é evidenciada pelo fato de 

que pacientes com doenças inflamatórias como diabetes, doenças cardiovasculares, 

metabólicas e asma, apresentam maiores chances de desenvolverem o TDM. 

Pacientes com este diagnóstico apresentam níveis elevados de citocinas pró-

inflamatórias, como por exemplo, a interleucina-1 (IL-1), interleucina-6 (IL-6) IL-8, 

IL-12, interferon-c (IFN-c) e o fator de necrose tumoral-α (TNF-α), (Schiepers et al., 

2005; O’brien et al., 2007). Níveis elevados desses fatores inflamatórios no SNC estão 

relacionados aos sintomas de estresse e TDM (Menard et al. 2017). Song et al. (2009) 

mostraram aumento de IL-1 sérica e diminuição dos níveis de IL-10 (citocina anti-

inflamatória) em pacientes deprimidos. Vale ressaltar que citocinas pró-inflamatórias 

foram reduzidas a níveis normais após 12 semanas de tratamento com 

antidepressivos (Dahl et al., 2014).  

Embora não seja bem conhecida, a hipótese da inflamação pode estar 

relacionada a uma das causas do TDM, visto que emerge de alterações nos 

reguladores imunitários do SNC, que são ativados como respostas a agentes 

infecciosos e ou inflamatórios. Isso acontece através de interações diretas entre 

neurônios e células glias (Réus et al., 2015). Neurônios e microglia interagem 

bidirecionalmente e se comunicam através de uma quimiocina que é expressa por 

neurônios e atua através de seu receptor, CX3CR1, o qual está presente 

exclusivamente em células microgliais (Xanthos e Sandkuhler, 2014). 

Microglias são células do SNC que são ativadas em respostas a um dano 

tecidual ou infecções cerebrais (Stertz et al., 2013). Essas células possuem várias 

funções, as quais incluem reconhecimento de patógenos, fagocitose, apresentação 

de antígenos, remodelação sináptica, entre outros. A resposta imune central é 

modulada por microglia e astrócitos (Réus et al 2015). De importância, Steiner et al. 

(2008) não encontrou nenhuma evidência de ativação microglial em áreas cerebrais 

de pacientes com TDM, mas foi encontrada em pacientes que cometeram suicídio, 

sugerindo que a ativação microglial pode ser uma consequência do estresse pré-

suicida.  

Quando o cérebro sofre alterações em sua plasticidade, ele pode ficar mais 

suscetível ao estresse por interrupção das interações gliais ao nível da sinapse. De 

fato, a hiper-ramificação microglial e a atrofia de astrócitos no córtex pré-frontal 

acontecem pela exposição ao estresse crônico (Tynan et al., 2013). No entanto, em 

um estado inflamatório, as células residentes do cérebro, como os neurônios, a 
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micróglia e os astrócitos, recebem mediadores onde sinalizam para aumentar a 

expressão de genes associados à inflamação e ao comprometimento da sinalização 

neuroendócrina (Menard et al. 2017). Este aumento inflamatório também pode levar 

a um aumento em biomarcadores de estresse oxidativo. Este estresse é 

compreendido como um desequilíbrio nas espécies reativas de oxigênio (ERO) e 

enzimas antioxidantes no qual resulta em danos nas biomoléculas (Réus et al., 2015).  

A geração de EROs constitui um processo contínuo e fisiológico, cumprindo 

funções biológicas relevantes. Durante os processos metabólicos, esses radicais 

atuam como mediadores para a transferência de elétrons nas várias reações 

bioquímicas. Sua produção, em proporções adequadas, possibilita a geração de ATP, 

por meio da cadeia transportadora de elétrons. Porém, a produção excessiva pode 

conduzir a um desbalanço entre a geração de espécies reativas e as defesas 

antioxidantes, culminando em danos oxidativos (Ferreira e Matsubara, 1997; Shami e 

Moreira, 2004).  

O estresse oxidativo é um dos grandes vilões envolvidos em diversos 

mecanismos do SNC, como no aumento de morte celular, na redução da plasticidade 

neuronal e neurogênese (Floyd, 1999; Shukla et al., 2011; Moylan et al., 2013). O 

aumento de EROs também pode interagir de forma prejudicial com o aumento de 

óxido nítrico (NO), pois a formação do peroxinitrito (ONOO-) pode culminar na nitração 

de proteínas e neurotoxidade (Calabrese et al., 2007).  

O cérebro é especialmente vulnerável ao estresse oxidativo e nitrosativo 

porque tem alta taxa metabólica (Maes et al., 2011) e, consequentemente, alta taxa 

de consumo de oxigênio (Che et al., 2015), acoplados a menores níveis médios de 

antioxidantes (Maes et al., 2011). Além disso, o cérebro é altamente vulnerável à 

peroxidação lipídica devido à grande quantidade de ácidos graxos poli-insaturados 

presentes nas membranas neuronais (Valko et al., 2007). O estresse oxidativo 

elevado também foi encontrado em tecido cerebral de ratos adultos após indução do 

protocolo de privação materna (Réus, et al., 2015). 

Evidências genéticas apontam um comprometimento mitocondrial em pacientes 

com depressão (Streck et al., 2014). Magarinos et al. (1999) verificaram que o 

estresse não afetou o número de mitocôndrias neuronais, porém, a área mitocondrial 

aumentou após um paradigma de estresse, sugerindo que uma maior duração do 

estresse poderia comprometer a síntese de ATP. Gardner et al. (2008) evidenciaram 

que houve uma diminuição da produção de ATP mitocondrial e uma diminuição de 
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enzimas mitocondriais no músculo de pacientes com TDM. Madrigal et al. (2001), 

relataram que os complexos I-III e II-III da cadeia respiratória mitocondrial foram 

inibidos no cérebro de ratos expostos a estresse crônico. Rezin et al. (2008), relataram 

que os complexos da cadeia respiratória mitocondrial I, III e IV foram inibidos no córtex 

cerebral e cerebelo de ratos após 40 dias de estresse crônico moderado (ECM), e 

este efeito foi revertido após a administração de cetamina, um antagonista do receptor 

N-metil-D-aspartato (NMDA). 

Outro neurotransmissor do SNC envolvido na fisiopatologia do TDM é o 

glutamato. A expressão dos transportadores de glutamato tem relação direta com a 

neurotoxicidade microglial (Piani et al., 1992; Barger; Basile, 2001). A expressão dos 

transportadores de glutamato é diminuída através das citocinas inflamatórias e, estas 

são capazes de aumentar a liberação de glutamato pelos astrócitos (Miller, 2013). 

Além disso, as citocinas infamatórias ativam a microglia que, consequentemente, 

pode induzir a liberação de glutamato que contribui com o dano neuronal durante a 

neuroinflamação, gerando um ciclo vicioso (Barger et al., 2007).  

Estudos experimentais e clínicos têm evidenciado perda neuronal e atrofia 

cerebral como resultado de estresse e depressão. As áreas que mais sofrem os 

efeitos do estresse são o hipocampo, principalmente as áreas piramidais CA3 

(Sapolsky, 1996) e o córtex pré-frontal (Drevets et al., 1997; Duman et al., 1999; 

Abdallah et al., 2016).  

Entre os diversos mecanismos neurais, a função de neurotransmissores, além 

dos monoaminérgicos, como também, mecanismos celulares de ação, fatores 

neurotróficos e plasticidade neuronal, de acordo com a evolução das pesquisas, 

parecem formar um conjunto importantíssimo de mecanismos para a compreensão da 

fisiopatologia do TDM. 

Como a fisiopatologia do TDM é bastante discutida e ampla, para ser mais bem 

compreendida muitos laboratórios usam modelos animais com intuito de encontrar 

novas estratégias terapêuticas. Um dos protocolos adotados é a separação de filhotes 

das mães no início da vida, o que caracteriza a indução de experiências adversas que 

tem demonstrado possibilidades de conduzir a alterações comportamentais de longo 

prazo (Haller et al., 2014). Essa negligência e a privação social podem estar 

relacionadas ao desenvolvimento do TDM (Kaplow; Widom, 2007). 

 O estresse induzido por privação materna em roedores, foi proposto por Levine 

et al. (1956), com objetivo de comparar os efeitos de longa duração que ocorrem em 
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pessoas que sofreram estresse traumático na infância, como abandono, negligência 

de cuidados, abuso sexual, entre outros eventos estressantes. Muitos estudos vêm 

utilizando o modelo com o objetivo de avaliar alterações comportamentais e 

mecanismos biológicos envolvidos no TDM. Um aspecto de fundamental importância 

é o fato de que o estresse no início da vida parece estar envolvido na pobre resposta 

a tratamentos antidepressivos, tanto em humanos (Nanni et al., 2012; Williams et al., 

2016), quanto em animais submetidos ao protocolo de privação materna (Zhang et al., 

2015). Portanto, o protocolo de privação materna torna-se importante para o estudo 

de características biológicas e procedimentos terapêuticos direcionados a terapias 

mais efetivas a pacientes com depressão resistente a tratamentos (TRD). 

Estudos demonstram que a privação dos cuidados maternos durante os dez 

primeiros dias de vida em roedores induz um comportamento do tipo depressivo na 

vida adulta (Réus et al., 2011). Em roedores, a separação materna longa imita a perda 

de pais em seres humanos, e tem sido apresentada como um dos fatores de estresse 

natural mais potente durante o desenvolvimento (Anisman et al., 1998).  

O período pós-natal precoce é caracterizado pela considerável plasticidade do 

desenvolvimento do sistema nervoso. As primeiras experiências adversas da vida 

representam um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento de transtornos 

mentais como o TDM. Sendo assim, o ambiente após nascimento precoce influencia 

diretamente no comportamento adulto (Abelaira et al, 2013). Exposições precoces ao 

desenvolvimento podem ter impactos mais amplos na epigenética e nos circuitos 

cerebrais do que exposições semelhantes mais tarde na vida (Nestler et al, 2015). 

Estudos mostram que o TDM é apenas 40% hereditário, o que enfatiza o 

envolvimento de fatores não genéticos (Nestler et al., 2015). Estresse severo e 

prolongado é o principal fator ambiental que leva ao aparecimento do TDM, ansiedade 

e disfunções cognitivas. Por outro lado, a exposição ao ambiente enriquecido induziu 

aumento de plasticidade no cérebro e melhorou a aprendizagem e a memória em 

vários distúrbios neurológicos e psiquiátricos. Ratos estressados expostos ao 

enriquecimento ambiental (EA) tiveram uma redução no comportamento depressivo e 

ansioso, além de uma melhora na memória espacial (Shilpa et al., 2017). 

Os mecanismos epigenéticos podem modelar a interação entre os fatores do 

meio ambiente e o genótipo dos indivíduos, o que pode levar a transtornos de humor, 

sendo estes, mecanismos ideais para o estudo de síndromes psiquiátricas (Kinally et 

al., 2010). 
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Visto que os pacientes depressivos não apresentam muita adesão ao 

tratamento farmacológico, e cerca de 30 a 50% dos pacientes não respondem a 

nenhum dos antidepressivos clássicos (Krishnan; Nestler, 2008). O EA tem 

apresentando bons efeitos na melhora de déficits cognitivos e comportamentos 

ansiosos presentes no TDM, assim o EA poderia ser uma boa estratégia para o 

tratamento do TDM, melhorando as alterações neurobiológicas induzidas pela 

privação materna, incluindo alterações epigenéticas. 

A epigenética é o estudo de alterações hereditárias na expressão de genes, as 

quais não envolvem alterações nas sequências de DNA (Wolffe e Matzke, 1999). Os 

fenômenos epigenéticos podem explicar a regulação de genomas pelo meio ambiente 

e a relação dos fatores ambientais no início da vida com os efeitos fenotípicos que 

ocorrem ao longo da vida (Lutz e TureckI, 2014). 

A epigenética inclui três processos bastante conhecidos e estudados: metilação 

de DNA, modificações pós-translacionais em proteínas histonas e alteração de RNA 

não codificante (RNAnc) (Lister et al., 2009; Lutz e Turecki, 2014). 

A metilação do DNA consiste na adição covalente de um grupo metil na posição 

5' para um resíduo citosina, através de enzimas DNA metiltransferases (DNMTs) 

(Jones e Takai, 2001), principalmente quando a citosina é seguida por uma guanina 

com uma ligação fosfodiester, uma sequência denominada de ilha citosina-

fosfatoguanina (CpG) (Lister et al., 2009). Essas ilhas CpG são muitas vezes 

localizadas próximas a uma região promotora de transcrição genética (Bird, 1986). A 

metilação aumentada de citosinas nas ilhas CpG está associada com transcrição 

genética reduzida (Jones e Takai, 2001). A metilação do DNA desempenha um papel 

fundamental na diferenciação celular e inativação cromossômica, sendo vista como 

uma mudança epigenética mais estável (Nestler et al., 2015). 

A acetilação promove a descondensação da cromatina e aumenta a atividade 

do gene, negativando a carga positiva de resíduos da lisina nas caudas de histonas, 

aumentando o espaçamento entre os nucleossomas (Nestler et al., 2015). A 

acetilação de resíduos de lisina nas histonas reduz a afinidade entre as proteínas e o 

DNA, promovendo um relaxamento da estrutura da cromatina e aumentando o 

recrutamento, a estabilização e a ativação da maquinaria transcricional (Marmorstein 

e Trievel, 2009). Os níveis de acetilação ao longo da cromatina são determinados pelo 

balanço entre as enzimas histona acetiltransferase (HAT), a qual adiciona grupos 

acetil, e histona deacetilase (HDAC), a qual remove os grupos de acetil de resíduos 
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de lisina nas histonas (Kuo e Allis, 1998). O balanço entre as atividades das enzimas 

HAT e HDAC determina o estado de acetilação, que por sua vez, influencia o nível de 

expressão do gene subjacente (Kouzarides, 2007).  

Mecanismos epigenéticos podem moderar os riscos ambientais e genéticos 

para transtornos de humor (Kinnally et al., 2010). Alguns estudos têm mostrado que a 

privação dos cuidados maternos leva a alterações genéticas até a vida adulta. Ratos 

que receberam poucos cuidados maternos desenvolveram comportamentos dos tipos 

depressivos e ansiosos (Weaver et al., 2004). Interessantemente inibidores de HDAC 

diminuíram a metilação do DNA, e reduziram os comportamentos de depressão e 

ansiedade desses animais (Weaver et al., 2004). Um estudo também mostrou que o 

estresse por privação materna desencadeou um aumento da atividade de HDAC no 

núcleo accumbens de ratos adultos, paralelamente a um aumento de comportamento 

do tipo depressivo (Réus et al., 2013). Em humanos, vítimas de suicídio e com 

histórico de abuso sexual na infância, também foi demonstrado um aumento na 

metilação do DNA (Mcgowan et al., 2009). 

Neste sentindo, esses novos estudos têm sugerido que a cromatina é um 

importante substrato para alterações de longa duração relacionadas ao estresse e 

tratamento com antidepressivos. Os mecanismos pelos quais o estresse ambiental 

leva a alterações na cromatina ainda não foram elucidados. No entanto, estudos têm 

sugerido que manipulações farmacológicas são capazes de remodelar a cromatina e 

podem constituir novos alvos para o desenvolvimento de antidepressivos (Renthal e 

Nestler, 2008). 

Estudar os mecanismos epigenéticos nas doenças mentais é entender como o 

meio ambiente interage com as experiências de vida de um indivíduo para estabelecer 

mudanças estáveis em locos genômicos precisos, que então, controlam os níveis de 

expressão gênica ou indutibilidade. Juntos, esta ligação de genes e ambiente através 

de mecanismos epigenéticos determinam a vulnerabilidade desse indivíduo a 

desenvolver transtornos psiquiátricos ao longo da vida (Nestler et al., 2015). 

Desta forma, as abordagens epigenéticas prometem avanços na compreensão, 

diagnóstico e tratamento de doenças psiquiátricas.  

Por essa razão, o presente estudo tem como objetivo identificar essas marcas 

epigenéticas em roedores privados dos cuidados maternos em diferentes fases de 

seu neurodesenvolvimento. 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

 

O TDM apresenta uma natureza heterogênica e tem gerado hipóteses difíceis 

de elucidar. Sua fisiopatologia não é totalmente compreendida, havendo necessidade 

de estudos com modelos animais. Um dos modelos utilizados é o de privação 

materna. A privação materna realizada durante os (10) dez primeiros dias de vida em 

roedores induz o comportamento do tipo depressivo na vida adulta (Réus et al. 2014). 

De maneira translacional, a privação maternal imita a perda dos pais em seres 

humanos, e tem sido apresentada como um dos fatores de estresse natural mais 

potente durante o desenvolvimento (Anisman et al., 1998). 

Sabe-se que a etiologia do TDM não é somente de herança genética, este além 

de outros fatores, pode ser desencadeado por influências ambientais como estresse 

severo e prolongado levando a distúrbios de ansiedade, disfunções cognitivas e 

alterações epigenéticas. Os mecanismos epigenéticos podem moderar a interação 

entre os fatores do meio ambiente e o genótipo dos indivíduos, o que pode levar a 

transtornos de humor (Kinally et al., 2010). 

A adesão e aceitação aos tratamentos farmacológicos com antidepressivos em 

pacientes diagnosticados com TDM são baixas, com aumento demasiado de 

pacientes refratários, gerando maior necessidade de pesquisas para busca de novos 

tratamentos (Réus, et al 2017). 

A exposição a um enriquecimento ambiental (EA) é uma das terapêuticas 

propostas para o tratamento do TDM. Verificou-se em estudos que o EA induziu 

aumento de plasticidade no cérebro e melhorou a aprendizagem e a memória em 

vários distúrbios neurológicos e psiquiátricos. Ratos estressados expostos ao EA 

tiveram uma redução no comportamento depressivo e ansioso, além de uma melhora 

na memória espacial (Shilpa et al., 2017). 

Para avaliação desses parâmetros é de extrema importância a realização de 

pesquisas. A causa do TDM ainda não é totalmente conhecida, portanto, novos 

fatores que desencadeiam este transtorno podem auxiliar de forma mais eficaz o 

tratamento para indivíduos afetados. Assim, este estudo teve como base estudar 

possíveis alterações epigenéticas em diferentes fases do neurodesenvolvimento de 

animais submetidos à privação materna e investigar os efeitos do EA como fator 

protetor dessas alterações.  
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Investigar parâmetros epigenéticos em diferentes fases do desenvolvimento de 

ratos submetidos a privação materna e expostos ao enriquecimento ambiental (EA). 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar a atividade da enzima histona deacetilase (HDAC) no córtex frontal e 

hipocampo em diferentes fases do desenvolvimento de ratos submetidos a privação 

materna e expostos ao EA; 

Avaliar a atividade da enzima DNA metiltransferase (DNMTS) no córtex frontal e 

hipocampo em diferentes fases do desenvolvimento de ratos submetidos a privação 

materna e expostos ao EA. 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 ASPECTOS ÉTICOS  

 

Este estudo foi submetido à avaliação do Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) e aprovado sob 

protocolo número 070/2018-1 (ANEXO I). 

 

 

4.2 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

Para este estudo foi utilizado um total de 144 ratos Wistar machos e fêmeas, 

os quais foram submetidos ao protocolo de privação materna (PM) ou não (grupo 

controle). As ratas grávidas foram fornecidas pelo Biotério da UNESC. Durante todos 

os procedimentos os animais foram mantidos em condições padrões do biotério.  Para 

o protocolo de PM, os filhotes ficaram separados da mãe 3 horas por dia, durante os 

primeiros 10 dias de vida. Enquanto isso, os animais do grupo controle permaneceram 

sob os cuidados maternos integralmente. O desmame ocorreu no 21º dia e então os 

animais foram novamente divididos em novos grupos experimentais: 1) não privado 

(controle); 2) privado + sem EA; e 3) privado + EA. Grupos individuais de ratos 

(machos e fêmeas) foram avaliados em diferentes períodos do desenvolvimento, nos 

dias 31, 41 e 61, sendo n = 08 animais por grupo para cada fase do desenvolvimento, 

(n=8 para machos e n=8 para fêmeas). Nas diferentes fases do desenvolvimento e 

nos diferentes grupos experimentais foram realizados testes epigenéticos como 

descrito na metodologia.  

 

4.3 PROTOCOLO DE PRIVAÇÃO MATERNA (PM) 

  

O protocolo de PM constitui em retirar a mãe da caixa original e levá-la para 

outra sala. Nesta pesquisa, no primeiro dia pós-natal os filhotes de ratos Wistar 

(machos e fêmeas) foram privados da mãe durante 3 horas por dia, nos primeiros 10 

dias pós-natais. A privação consistiu em retirar a mãe da caixa, mantendo os filhotes 

para estes ficarem na presença do odor maternal. Os animais não privados (controles) 

permaneceram imperturbáveis na caixa original com sua mãe. As caixas em ambos 
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os grupos só foram trocadas no 11o dia após o período pré-natal. Os ratos foram 

desmamados apenas no 21o dia após o período pré-natal e tanto machos, como 

fêmeas foram utilizados neste estudo.  

 

4.4 PROCEDIMENTO DE EXPOSIÇÃO AO ENRIQUECIMENTO AMBIENTAL (EA) 

 

Após o desmame os animais foram divididos em 3 grupos experimentais: 1) 

controle (sem privação e sem EA); 2) privado sem EA; e 3) privado + EA. Para o 

procedimento de EA o grupo privado + EA foi exposto ao EA durante 3 horas diárias, 

por períodos distintos. Um grupo de animais foi exposto ao EA por 40 dias, outro grupo 

por 20 dias e um terceiro por 10 dias. Cada um desses grupos tiveram os grupos 

experimentais 1 (controle) e 2 (privado) para cada fase do desenvolvimento. Mais 

detalhes podem ser observados na figura 1. O ambiente enriquecido consistia em uma 

gaiola grande de 40 x 60 x 90 cm. Nas gaiolas de ambiente enriquecido ficaram 

expostos vários objetos como roda de corrida, escadas, tubos, cubos de lego, peças 

de madeira, itens de suspensão, dentre outros objetos. A cada semana, os objetos 

foram substituídos por novos de novidade sutil. Permaneceram em cada gaiola de EA 

12 animais (Ickes et al., 2000). Alimento e água ficaram disponíveis durante todos os 

períodos em que os animais permaneceram nas gaiolas de EA. Quando atingiram 31, 

41 e 61 dias de vida, foram retiradas as estruturas (córtex frontal e hipocampo) para 

dosagens de parâmetros epigenéticos. 

Figura 1: Desenho experimental 
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Figura 1: A privação materna (PM) foi realizada durante os 10 primeiros dias de vida (3h por dia). O 

desmame ocorreu no 21° dia após o nascimento. Diferentes grupos de ratos machos e fêmeas foram 

avaliados nos dias 31, 41 e 61 após o nascimento. O enriquecimento ambiental (EA) foi realizado 

durante 3h por dia. O grupo avaliado no dia 31 (n=8 para machos e n=8 para fêmeas por grupo) foi 

submetido ao EA por 10 dias, o grupo avaliado no dia 41 (n=8 para machos e n=8 para fêmeas por 

grupo) foi submetido ao EA por 20 dias e o grupo avaliado no dia 61 (n=8 para machos e n=8 para 

fêmeas por grupo) foi submetido ao EA por 40 dias. Em cada uma das fases do desenvolvimento, 

diferentes animais (machos e fêmeas) foram mortos, tendo sido retiradas as estruturas cerebrais córtex 

frontal e hipocampo para análises de parâmetros epigenéticos. 

  

4.5 ANÁLISES BIOQUÍMICAS  

 

4.5.1 Avaliação da atividade das HDACs e das DNMTs 

 

4.5.1.1 Extração nuclear 

 

Primeiramente as áreas cerebrais, córtex frontal e hipocampo foram 

homogeneizadas em tampão de lise citoplasmático contendo ditiotreitol (DTT) e 

inibidores da protease. A suspensão foi mantida em gelo durante 15 minutos e depois 

centrifugada a 250 x g durante 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi rejeitado e o 

sedimento ressuspenso em dois volumes de tampão de lise citoplasmático frio. A 

suspensão foi homogeneizada utilizando uma seringa com a agulha de calibre 

pequeno e centrifugada em 8000 x g durante 20 min a 4 °C. O sedimento resultante 

obteve a porção nuclear da célula lisada. O sedimento foi ressuspenso em tampão de 

extração nuclear contendo inibidores de protease e DTT, e a suspensão foi 

homogeneizada com uma seringa com a agulha de calibre pequeno. A amostra 

resultante foi mantida em agitação lenta durante 30-60 min num agitador orbital, a 4 

°C. Após, a suspensão nuclear foi centrifugada em 16000 x g durante 5 min a 4 °C e 

o sobrenadante contendo o extrato nuclear foi transferido para um novo tubo e 

armazenado a -80 °C até análise posterior. O cálculo da atividade das HDACs ou das 

DNMTs foi realizado com base na curva padrão, e os valores foram apresentados em 

µM/µg de proteína. 
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4.5.1.2 Atividade das HDACs e das DNMTs 

 

Os extratos nucleares foram submetidos a um ensaio para a avaliação da 

atividade das HDACs ou das DNMTs com o uso do kit de Ensaio de HDAC ou de 

DNMTs (detecção colorimétrica), de acordo com as instruções do fabricante (Upstate, 

EUA). Resumidamente, as amostras de extrato nuclear foram misturadas com tampão 

de ensaio de HDAC ou de DNMTs mais substrato de ensaio de HDAC ou de DNMTs 

em uma placa de 96 poços e incubadas a 30°C durante 45 min. Concomitantemente, 

uma curva padrão foi feita com diluições em série de substratos dos kits de HDAC ou 

de DNMT e controles positivos e negativos foram adicionados à placa. Após, a solução 

de ativador foi adicionada aos poços e, então, a placa foi incubada à temperatura 

ambiente durante 15 min. A leitura colorimétrica foi realizada num leitor de placas de 

ELISA, com 400 nm para a atividade de HDACs e com 450 nm para a atividade de 

DNMT. 

 

4.5.3 Dosagem de proteínas 

 

As proteínas foram mensuradas de acordo com o método de Lowry et al. 

(1951), e albumina sérica bovina foi utilizada como padrão. 

   

4.6 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  

 

As análises estatísticas foram avaliadas utilizando SPSS Statistics 21.0 

Software. Foi realizado ANOVA de uma via seguido de post-hoc Tukey. A significância 

estatística foi considerada para valores de p menores que 0,05.  
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5 RESULTADOS 

 

5.1 EFEITOS DO EA SOB A ATIVIDADE DA HDACS EM CÓRTEX FRONTAL E 

HIPOCAMPO DE RATOS FÊMEAS SUBMETIDAS À PRIVAÇÃO MATERNA 

 

A figura 2 mostra os resultados da atividade da HDAC em córtex frontal e 

hipocampo de ratos fêmeas que foram submetidos a privação materna no início da 

vida e expostos ao EA por diferentes tempos e estágios do desenvolvimento. Nas 

fêmeas de 31 dias, os quais foram expostas ao EA por 10 dias foi encontrado um 

aumento na atividade da HDAC no córtex frontal e no hipocampo do grupo que foi 

privado e se manteve elevada no grupo privado exposto ao EA (p < 0,05; Fig. 2A). Em 

fêmeas de 41 dias a atividade da HDAC aumentou no córtex frontal e no hipocampo 

no grupo privado (p < 0,05), comparado ao grupo controle. Porém, houve uma redução 

da atividade da HDAC no hipocampo do grupo exposto ao EA por 20 dias (p < 0,05; 

Fig. 2B). Tanto no córtex frontal quanto no hipocampo de ratas fêmeas privadas dos 

cuidados maternos com 61 dias foi encontrado um aumento na atividade da HDAC, 

comparado com o grupo controle (p < 0,05; Fig. 2C). Por outro lado, EA por 40 dias 

foi capaz de reverter o aumento na atividade da HDAC, comparado ao grupo privado 

(p < 0,05; Fig. 2C).  
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Figura 2: Efeitos do EA por 10 (A), 20 (B) e 40 (C) dias sob a atividade da HDAC no córtex frontal e 

hipocampo de ratos fêmeas submetidas à privação materna. * p < 0,05 comparado com o grupo 

controle; # P < 0,05 comparado com o grupo privação materna.  

 

5.2 EFEITOS DO EA SOB A ATIVIDADE DA HDACS EM CÓRTEX FRONTAL E 

HIPOCAMPO DE RATOS MACHOS SUBMETIDOS À PRIVAÇÃO MATERNA 

 

Os resultados referentes à atividade da HDAC em ratos machos privados dos 

cuidados maternos e expostos ao EA estão ilustrados na figura 3. No córtex frontal de 

machos com 31 e 41 dias não foram encontradas alterações na atividade da HDAC 

(p > 0,05; Fig. 3A e B). No entanto, no hipocampo a atividade da HDAC aumentou no 

grupo privado dos cuidados maternos e se manteve no grupo exposto ao EA por 10 

ou 20 dias (p < 0,05; Fig. 3A e B), comparada com o grupo controle. Em ratos machos 

de 61 dias foi encontrada uma diminuição na atividade da HDAC no córtex frontal no 

grupo privado dos cuidados maternos e expostos ao EA por 40 dias (p < 0,05; Fig. 
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3C), comparada ao grupo controle. No hipocampo de ratos machos privados de 61 

dias foi encontrado um aumento da HDAC, enquanto que no grupo exposto ao EA por 

40 dias a atividade da HDAC se reduziu (p < 0,05; Fig. 3C).  

 

Figura 3: Efeitos do EA por 10 (A), 20 (B) e 40 (C) dias sob a atividade da HDAC no córtex frontal e 

hipocampo de ratos machos submetidos à privação materna. * p < 0,05 comparado com o grupo 

controle; # P < 0,05 comparado com o grupo privação materna.  

 

5.3 EFEITOS DO EA SOB A ATIVIDADE DA DNMT EM CÓRTEX FRONTAL E 

HIPOCAMPO DE RATOS FÊMEAS SUBMETIDAS À PRIVAÇÃO MATERNA 

 

A figura 4 mostra a atividade da DNMT em ratos fêmeas submetidos a privação 

materna e expostos ao EA. Em fêmeas de 31 dias foi encontrado um aumento na 

atividade da DNMT quando submetidas à privação materna e nas expostas ao EA por 
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10 dias a atividade da DNMT manteve-se elevada, tanto no córtex frontal quanto no 

hipocampo (p < 0,05; Fig. 4A). Em fêmeas de 41 e 61 dias privadas dos cuidados 

maternos a atividade da DNMT aumentou no córtex frontal e no hipocampo. Porém, 

nos grupos expostos ao EA por 20 e 40 dias a atividade da DNMT foi diminuída em 

ambas as estruturas cerebrais (p < 0,05; Fig. 4B e C).  

 

Figura 4: Efeitos do EA por 10 (A), 20 (B) e 40 (C) dias sob a atividade da DNMT no córtex frontal e 

hipocampo de ratos fêmeas submetidas à privação materna. * p < 0,05 comparado com o grupo 

controle; # P < 0,05 comparado com o grupo privação materna.  
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5.4 EFEITOS DO EA SOB A ATIVIDADE DA DNMT EM CÓRTEX FRONTAL E 

HIPOCAMPO DE RATOS MACHOS SUBMETIDOS À PRIVAÇÃO MATERNA 

 

A atividade da DNMT não se alterou no córtex frontal de ratos machos de 31 e 

41 dias. Já no hipocampo ocorreu um aumento da atividade da DNMT nos animais 

expostos à privação materna e o EA por 10 ou 20 dias não foi capaz de reverter essa 

alteração, mantendo a atividade da DNMT elevada (p < 0,05; Fig. 5A e B). Em ratos 

machos de 61 dias privados dos cuidados maternos e expostos ao EA houve uma 

redução da DNMT no córtex frontal, comparada ao grupo controle (p < 0,05; Fig. 5C). 

No hipocampo de ratos machos com 61 dias e submetidos à privação materna ocorreu 

um aumento na atividade da DNMT; porém, em animais que foram expostos ao EA 

por 40 dias a atividade da DNMT foi reduzida no hipocampo (p < 0,05; Fig. 5C). 
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Figura 5: Efeitos do EA por 10 (A), 20 (B) e 40 (C) dias sob a atividade da DNMT no córtex frontal e 

hipocampo de ratos machos submetidos à privação materna. * p < 0,05 comparado com o grupo 

controle; # P < 0,05 comparado com o grupo privação materna.  
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6 DISCUSSÃO 

 

O objetivo deste estudo foi investigar os parâmetros epigenéticos em diferentes 

fases do desenvolvimento de ratos machos e fêmeas submetidos a privação materna 

e expostos ao EA. Os resultados mostraram que ratos machos e fêmeas expostos a 

privação materna apresentam alterações epigenéticas em diferentes fases do 

desenvolvimento e que um EA é capaz de reverter a maioria dessas alterações.  

Para Zhu et al. (2019), fatores de risco ambiental similares foram implicados 

em diferentes distúrbios neuropsiquiátricos (incluindo as principais, doenças 

psiquiátricas e neurodegenerativas), indicando a existência de mecanismos 

epigenéticos comuns subjacentes à patogênese compartilhada por diferentes 

doenças. A privação materna (PM) no início da vida é conhecida por ser um estado 

estressante que pode levar a alterações neurocomportamentais permanentes e a um 

aumento da suscetibilidade a transtornos psiquiátricos, incluindo o TDM (AGID et al., 

1999). Réus et al. (2013) e Réus et al. (2011), também afirmaram em seus estudos 

que o estresse precoce é um fator de risco proeminente para várias doenças 

psiquiátricas, incluindo o TDM e foi comprovado que a privação dos cuidados 

maternos durante os dez primeiros dias de vida em ratos machos induz um 

comportamento do tipo depressivo na vida adulta.  

Para Nestler et al. (2015), o TDM é apenas 40% hereditário, fatores não 

genéticos estão associados à sua etiologia bem como sua terapêutica. O estresse nos 

primeiros dias de vida, principalmente com a separação materna, tem apresentado 

impactos mais amplos na epigenética e nos circuitos cerebrais, visto que o período 

pós-natal precoce é caracterizado pela considerável plasticidade do desenvolvimento 

do sistema nervoso (Abelaira et al, 2013). O desenvolvimento inicial marca uma época 

de mudanças dramáticas no cérebro, bem como maior suscetibilidade a muitos 

insultos ambientais. Mecanismos epigenéticos de regulação gênica são uma 

explicação particularmente atraente para como exposições precoces a estresse, 

toxinas e outros estímulos que exercem efeitos ao longo da vida sobre fenômenos 

neuropsiquiátricos (Kundakovic e Champagne 2015; Meaney 2001; Peña et al. 2014). 

Conforme Nestler et al. (2015), é fato que as exposições ao desenvolvimento podem 

ter um impacto mais amplo nos estados epigenéticos e nos circuitos cerebrais do que 

exposições semelhantes mais tarde na vida. Portanto, é importante, ao caracterizar 
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as contribuições epigenéticas para doenças mentais, realizar estudos ao longo do 

ciclo de vida.  

Fica comprovado, então, que o estresse severo e prolongado é um dos 

principais fatores ambientais que leva ao aparecimento do TDM, ansiedade e 

disfunções cognitivas. Por outro lado, este estudo pode demonstrar que a exposição 

ao EA de ratos Wistar machos e fêmeas foi capaz de reverter alterações epigenética 

principalmente quando a exposição foi mais longa, 20 e 40 dias para fêmeas e 40 dias 

para machos. Shilpa et al. (2017) demonstraram que ratos estressados expostos ao 

EA tiveram uma redução no comportamento depressivo e ansioso, além de uma 

melhora na memória espacial.  

Czamara et al. (2019), afirmam que os mecanismos epigenéticos podem 

permitir a integração de fatores genéticos e ambientais, o que pode levar a transtornos 

de humor e moldar a função celular. Com baixa adesão aos tratamentos 

farmacológicos dos pacientes com TDM (Krishnan; Nestler, 2008), este estudo pode 

comprovar que fatores ambientais podem reverter as alterações epigenéticas em 

diferentes fases do neurodesenvolvimento de ratos machos e fêmeas, principalmente 

em fêmeas, as quais foram mais suscetíveis ao estresse induzido por privação 

materna, sugerindo que um EA poderia ser uma alternativa terapêutica para o TDM, 

ou ainda, para potencializar os efeitos dos antidepressivos clássicos. 

Como apresentado na introdução deste trabalho, a epigenética envolve três 

processos: a metilação de DNA, que consiste na adição covalente de um grupo metil 

na posição 5' para um resíduo citosina, através de enzimas DNA metiltransferases 

(DNMTs), reduzindo a transcrição genética (Jones e Takai, 2001); as modificações 

pós translacionais em proteínas histonas e alteração de RNA não codificante (RNAnc) 

(Lister et al., 2009; Lutz e Turecki, 2014). As alterações das histonas se dão 

principalmente pela enzima histona acetiltransferase (HAT), a qual adiciona grupos 

acetil, afrouxando a cromatina, facilitando a transição gênica, e histona deacetilase 

(HDAC), a qual remove os grupos de acetil de resíduos de lisina nas histonas, que 

influencia o nível de expressão do gene subjacente, pois HDAC provoca o 

empacotamento do DNA, reduzindo assim a transição gênica (Kuo e Allis, 1998). 

Neste estudo foram analisados os efeitos do EA sob a atividade da HDAC e 

DNMT em córtex frontal e hipocampo de ratos fêmeas e machos em diferentes fases 

do desenvolvimento (31, 41 e 61 pós nascimento) aos quais foram submetidos à 

privação materna. Conforme resultados obtidos podem-se observar que as fêmeas 
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foram mais vulneráveis a alterações epigenéticas. De fato, transtorno de humor como 

o TDM e ansiedade, por exemplo, são mais prevalente em mulheres do que homens, 

sugerindo que alterações epigenéticas decorrentes de estressores ambientais 

poderiam estar relacionadas com a maior vulnerabilidade no sexo feminino.  

 No presente estudo alterações significativas foram encontradas em todas as 

fases do desenvolvimento, com aumento da atividade da HDAC e DNMT tanto no 

córtex frontal quanto hipocampo de fêmeas. Já os machos submetidos a privação 

materna tiveram alterações significativas no hipocampo, demonstrando que a 

privação materna durante o início da vida provoca alterações epigenéticas em 

diferentes fases do desenvolvimento, principalmente em ratos fêmeas, portanto como 

evidenciado na introdução os parâmetros epigenéticos são estáveis e o EA vem como 

uma proposta terapêutica para promover essas modificações estáveis da epigenética.  

As atividades da HDAC e DNMT foram analisadas nos grupos de PM expostos 

ao EA por 10, 20 e 40 dias e os resultados também foram mais significativos em ratos 

fêmeas, porém mais evidentes quando expostas ao EA por períodos mais longos. A 

atividade da HDAC em fêmeas que passaram por protocolo de PM + EA foi reduzida 

com 20 e 40 dias de exposição ao EA quando comparadas ao grupo privado em 

hipocampo e no córtex frontal apenas com 40 dias de exposição ao EA. Os machos 

houve somente uma redução significativa com 40 dias de exposição ao EA. Para a 

atividade da DNMT os dados são basicamente iguais da atividade da HDAC em 

ambos os sexos, sendo que ratos fêmeas respondem melhor ao EA do que os machos 

na terapêutica do TDM, portanto as mesmas também são mais vulneráveis à 

alterações epigenéticas que podem ser moduladas para o TDM, quando comparadas 

ao grupo controle.  

O EA tem apresentando bons efeitos na melhora de déficits cognitivos e 

comportamentos ansiosos, os quais são situações comuns em indivíduos com TDM. 

Assim o EA poderia ser uma boa estratégia para o tratamento do TDM, melhorando 

as alterações neurobiológicas induzidas pela privação materna, incluindo alterações 

epigenéticas (Nestler et al., 2015). 

Covington et al. (2009) afirmaram que a administração sistêmica de inibidores 

de HDAC inespecífico (por exemplo, butirato de sódio) ou injeção direta de inibidores 

mais seletivos (por exemplo, MS275) em qualquer uma das regiões cerebrais, 

incluindo núcleo accumbens (NAc), hipocampo, amígdala ou córtex pré-frontal (PFC), 

alivia sintomas semelhantes à depressão em modelos animais de estresse social 
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crônico. Corroborando com os resultados do presente estudo, onde níveis reduzidos 

de HDAC em região de hipocampo e córtex frontal reduziram alterações epigenéticas 

moduladas para transtorno psiquiátrico como o TDM. 

Ainda Covington et al. (2009), revelaram que a expressão gênica no NAc de 

camundongos estressados cronicamente que foram tratados sistemicamente com 

fluoxetina ou intra-NAc com MS275 demonstrou que ambos os tratamentos revertem 

uma grande proporção de expressão gênica diferencial induzida por estresse de 

derrota social. Além disso, o estudo revelou que cada tratamento também regulava 

subconjuntos de genes únicos, onde houve também sobreposição significativa, 

sugerindo que os efeitos do antidepressivo fluoxetina, em parte podem ser mediados 

por afetar a acetilação de histonas. A metilação da histona também está implicada na 

depressão. O estresse da derrota social crônica regula a histona metiltransferases 

G9a e proteína do tipo G9a, que catalisam H3K9me2, a qual está associada a inibição 

da transcrição de genes. Para Robison et al. (2013) a superexpressão de G9a e 

aumento do H3K9me2 em sitios promotores de genes específicos estão implicados 

no efeito antidepressivo da fluoxetina. 

O estudo de Ignácio et al. (2017) teve como objetivo analisar o efeito do 

tratamento com quetiapina (20 mg/kg) no comportamento depressivo de ratos 

submetidos a PM, bem como a atividade de acetilação de histonas pela enzimas 

histona acetil transferases (HAT) e HDAC e metilação do DNA, através da enzima 

DNMT no CF, núcleo accumbens (NAc) e hipocampo. Os resultados afirmaram que  o 

tratamento com antipsicóticos, como a quetiapina, exerce efeito terapêutico em ratos 

machos submetidos a PM e induz alterações epigenéticas. Este tratamento foi capaz 

de reverter o comportamento do tipo depressivo e reduziu a atividade da DNMT no 

hipocampo. Este foi o primeiro estudo a mostrar o efeito antidepressivo de quetiapina 

em animais submetidos à PM e um efeito protetor da quetiapina reduzindo as 

alterações epigenéticas induzidas pelo estresse no início da vida, reforçando um papel 

importante da quetiapina como terapia para o TDM. 

Ignácio et al. (2014) indicam em seus estudos que tanto os eventos adversos 

no início quanto ao longo da vida interferem na epigenética e padrões epistáticos, 

direcionando respostas comportamentais que pode culminar no TDM. No entanto, o 

fenótipo depressivo também é fortemente afetado por suas características genéticas 

individuais e polimorfismos, os quais preveem diferenças nas variações epistáticas 

influenciadas pelo ambiente. A lista de moléculas que sofrem alterações epigenéticas 
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contêm os genes 5-HTT e BDNF. Outro fator importante que foi destacado é que as 

alterações epigenéticas ocorrem de maneira diferente, principalmente entre a 

amígdala, hipocampo e CF. Estas diferenças também resultam em plasticidade 

diferenciada, como respostas emocionais e cognitivas consistentes com diferentes 

regiões do cérebro, como aumento da ansiedade por ativação da amígdala, a 

depressão e a cognição as quais agem reduzindo as funções do hipocampo e do CF. 

Assim, os resultados desses processos epistáticos e epigenéticos estão também 

relacionados com hormônios do eixo HPA, que pode influenciar as mudanças na 

plasticidade e atividade funcional entre as diferentes regiões do cérebro (Ignácio et 

al., 2014). 

As mudanças no eixo HPA são características da depressão. Este eixo exerce 

um papel fundamental na resposta aos estímulos externos e internos, incluindo os 

estressores psicológicos. Anormalidades na função do eixo HPA têm sido descritas 

em pessoas que experimentam transtornos psiquiátricos. Além disso, é bem 

conhecido o papel fundamental do estresse como precipitante de episódios de 

transtornos psiquiátricos em indivíduos predispostos. Essas anormalidades parecem 

estar relacionadas às mudanças na capacidade dos glicocorticóides circulantes em 

exercer seu feedback negativo na secreção dos hormônios do eixo HPA por meio da 

ligação aos receptores mineralocorticóides (RM) e glicocorticóides (RG) nos tecidos 

do eixo HPA (Juruena; Cleare e Pariante, 2004). 

No estudo de Wikenius et al. (2019), foi levantada a hipótese de que a 

depressão pré-natal materna estaria associada à metilação do DNA infantil. Para o 

estudo foram coletadas amostras de salivas de 184 mulheres grávidas na região da 

Noruega. Os sintomas maternos depressivos foram classificados pela versão 

norueguesa através da Escala de Depressão Pós-natal de Edimburgo (EPDS). O 

tempo de inclusão foi da 17ª à 32ª semana gestacional. Algumas crianças tiveram 

avaliação 6 semanas antes do início da coleta da saliva, outros foram impedidas de 

comparecer a avaliação da coleta da saliva. O estudo demonstrou que os sintomas 

depressivos maternos pré-natais não estão associados à metilação do DNA infantil 

quando analisado separadamente em 6 semanas ou 12 meses, e também não foram 

significativos quando analisados os dois momentos juntos. Estes resultados não 

sustentam a hipótese de que o estresse materno pré-natal influencia a variação 

epigenética da prole, mas o estudo foi limitado por ter pouca capacidade e a falta de 

mulheres clinicamente deprimidas. Estes achados ilustram as dificuldades de estudar 
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possíveis associações entre emoções maternas pré-natais e metilação de DNA 

infantil. 

Em contrapartida o estudo de Serpeloni et al. (2017), examinaram a hipótese 

multigeracional ou seja, as avós que foram expostas ao estresse psicossocial durante 

a gravidez, poderia afetar ou não a metilação do DNA dos netos. Foi determinado o 

perfil de metilação do DNA em todo o genoma de 121 crianças (65 meninas e 56 

meninos) e testado as associações com a exposição a violência interpessoal da avó 

durante a gravidez. Neste estudo, pode-se observar que houve variações de metilação 

de cinco sítios de CpG associado ao relato de exposição da avó à violência durante a 

gravidez das mães das crianças. Os resultados revelaram a metilação diferencial de 

genes envolvidos nos processos do sistema circulatório e anomalias congênitas, 

como: CFTR (regulador de condutância transmembranar de fibrose cística) e CORIN 

(corina serina peptidase). Além disso, mudanças na metilação da CFTR foi 

previamente demonstrada em adolescentes permanecentes em instituições para 

crianças órfãs e abandonadas com uma histórica adversidade. Também, foi 

demonstrado que a desregulação da CFTR afeta a liberação de vitamina D, o que 

pode estar relacionado com os sintomas de TDM. 

O estudo de Zhu et al. (2019) conclui que fatores ambientais estão envolvidos 

na patogênese de distúrbios neuropsiquiátricos, e estes podem, sim, por meio da 

epigenética, alterar mecanismos que envolvam a expressão gênica. A metodologia 

desse estudo deu-se por meio de coortes de dados disponíveis ao público como de 

expressão e metilação do DNA de amostras de córtex pré-frontal post-mortem de 426 

indivíduos (242 casos, 184 controles) e 823 indivíduos (406 casos, 417 controles), 

respectivamente. 

Conforme Veena et al. (2009a, b), o estresse por imobilização crônica (CEI) 

resultou em comportamento do tipo depressivo e ansioso. Além disso, ratos expostos 

ao CEI exibiram comprometimento do aprendizado espacial e memória. No mesmo 

estudo os pesquisadores demonstraram que a exposição a um EA teve efeitos 

antidepressivos.  

Além disso, Shilpa et al. (2017), afirmam em seus resultados que EA melhorou 

significativamente déficits de aprendizagem e memória além de ter ações 

antidepressivas e ansiolíticas em ratos estressados. Esses efeitos benéficos foram 

associados à restauração dos níveis de BDNF, VEGF, GFAP e GR no hipocampo e 
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córtex frontal. O estudo mostrou que o EA reverteu hipotrofia do giro dentado no 

hipocampo; no entanto, não foi capaz de restaurar hipertrofia da amígdala.  

Para Nestler et al. (2015) ainda não existem estudos em humanos pós-morte 

até o momento, portanto nenhuma análise do genoma, referente as modificações das 

histonas no cérebro humano deprimido foram realizadas. Esta é uma alta prioridade 

para pesquisa futura. Porém, o presente estudo pode comprovar que o EA 

desempenha um papel fundamental na otimização e modificação do sistema neuronal 

e circuitos neuronais, estimulando estímulos sensoriais, motores e cognitivos, 

essencial para o desenvolvimento normal do cérebro em modelos animais de 

depressão, o que pode se relacionar com a modulação positiva das atividades da 

HDAC e DNMT como demonstradas. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Em conclusão, este estudo pode evidenciar que o estresse no início da vida 

provocado pela privação materna apresenta alterações epigenéticas no 

desenvolvimento de ratos machos e fêmeas. A prole que foi privada dos cuidados 

maternos apresentou aumento nas atividades de HDAC e DNMT, porém, tais efeitos 

foram dependentes de sexo e período do desenvolvimento. Por outro lado, a prole 

exposta à privação materna, mas que foi submetida a um enriquecimento ambiental, 

principalmente pela exposição mais prolongada (40 dias) foi capaz de reverter o 

aumento dessas enzimas, com resultados mais significativos em ratos fêmeas. Com 

isso, fica evidente que uma das medidas terapêuticas para o TDM é a exposição 

crônica ao EA, sendo esta capaz de promover alterações em locos genômicos que 

controlam a expressão gênica. 

Estudos futuros são sugeridos para uma melhor investigação dos mecanismos 

envolvidos com epigenética e TDM induzidas pelo estresse precoce. Além disso, o EA 

poderia ser considerado uma boa alternativa de tratamento não farmacológico ou 

coadjuvante aos antidepressivos clássicos. 
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